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(57) Abstract 



The invention relates to aqueous extracts of not usually human-pathogenic mycobacteria, in which the extracts give an increase in 
the cytokinene IL-1 and 11^6 content in the ratio of 1:6 or 1:1.25 respectively according to the jJmmunol. 120:2027-2032 cyto-test, with a 
change in concentration of 1 to 4 to 1 to 16. 

(57) Znsammenfassung 

Die Erfindung betrifft waBrige Extrakte aus in der Regei nicht menschenpathogenen Mykobacterien, die dadurch gekennzeichnet sind, 
daB die Extrakte im Cytokintest nach JJmmunol. 120:2027-2032 bei einer Kcmzentrations2nderung von 1 auf 4 auf 1 auf 16 eine ErhOhung 
des Gehaltes an Cytokinen VLr\ und IL-6 im Verhflltnis von 1:6 bzw. 1:1,25 ergeben. 
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Wassrige Z pHextrakte und wassriffe Suspensionen von Zellwandfraktionen aus 
Mykobacterien. 

Die Erfindung betrifft wassrige Extrakte und wassrige Suspensionen von 
Zellwandfraktionen aus in der Regel nicht menschenpathogenen Mykobacterien. 

Es ist bekannt, daB Mykobacterium tuberculosis in der Varietat hominis und 
Mykobacterium leprae humanpathogen sind, aber daneben gibt es eine ganze 
Reihe Mykobacterien, die in der Regel nur tierpathogen sind; fur viele Saugetiere 
ist beispielsweise Mycobacterium tuberculosis var. bovis pathogen und fur Vogel 
ist Mycobacterium avium ein Krankheitserreger. Allerdings hat sich herausgestellt, 
daB gelegentlich in seltenen Fallen bei Menschen mit stark angegriffenem 
Immunsystem auch Infektionen mit an und fur sich nur tierpathogenen 
Mykobacterien zu beobachten sind. Es ist auch bekannt, daS sowohl die Proteine 
als auch die verschiedenen Lipoidfraktionen der Mykobacterien antigenen 
Charakter haben, wahrend die Polysacharide wahrscheinlich nur als Haptene im 
Sinne von Halbantigenen funktionieren. Es ist des weiteren bekannt, daB 
Tuberkelbakterien, die in einen Wirtsorganismus eindringen, der im Sinne einer 
durchgemachten Infektion schon zuvor mit Mykobacterien Kontakt hatte, eine 
Allergie auslosen, also eine immunologisch bedingte spezifisch veranderte 
Reaktionsbereitschaft. Der Zustand der Allergie gegen Tuberkelbakterien wird 
durch intrakutane injektion von Tuberkulin gepruft; Tuberkulin besteht aus 
gelosten Zerfallsprodukten von Tuberkelbakterien. Mit der Tuberkulinprobe kann 
also abgeklart werden, ob ein Wirtsorganismus gegenuber Tuberkelbazillen 
allergisch ist oder nicht. Ein allergischer Organismus reagiert viel rascher auf eine 
naturliche Infektion und vermag diese demzufolge eher einzudammen als ein 
nicht allergischer Organismus. Diese Tatsache macht man sich zu nutze, urn durch 
eine unspezifische Modulation der Immunfunktionen eine Fehlfunktion oder eine 
verzogerte Reaktionsbereitschaft des Immunsystems zu korrigieren. 

Bei der Immunantwort des Korpers spielen Cytokine wie IL-1 und IL-6 eine 
zentrale Rolle in der Regulation, Proliferation und Differenzierung von 
Immunzellen. Eine unspezifische Modulation der Immunfunktion entsteht im 
wesentlichen durch eine Aktivierung von Monozyten bzw. Makrophagen, die 
daraufhin Cytokine im verstarkten MaSe freisetzen. 
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Die Interleukinforschung befindet sich zwar noch im Stadium des Experiments, 
aber zwischenzeitlich ist bekannt, daB Interleukin 1 eine Steigerung der PHA- 
induzierten Lymphozytenproliferation, Fibropiastenproliferation und eine 
Aktivitatssteigerung von naturlichen Killerzellen in Anwesenheit von IFN 
verursacht. Das Gleiche trifft im wesentlichen fur Interleukin 6 zu, das ebenfalls 
eine Aktivitatssteigerung von naturlichen Killerzellen und eine T-Zel I proliferation 
bedingt. Versuchsweise werden die Interleukine daher bei der Immuntherapie zur 
Behandlung von Tumoren wie zur Substitution bei T-Zelldefekten eingesetzt. 
Interleukin 2 wird beispielsweise mit Erfolg bei metastasierenden 
Nierenkarzinomen klinisch eingesetzt und die zu den Cytokinen zahlenden 
lnterferon-5 und Interferon-a 2B haben Erfolge bei rheumatoider Arthritis bzw. 
Haarzeilenleukamie gebracht. Seit kurzem wird auch der granulocytenkolonie- 
stimulierende Faktor G-CSF bei Leukopenien von Patienten mit vorangegangener 
myelosuppressiver Chemotherapie in der Klinik angewendet. Neben den isolierten 
Cytokinen finden aber auch Substanzen therapeutische Anwendung, die das 
Immunsystem unspezifisch stimulieren bzw. modulieren durch eine Aktivierung 
von Monozyten bzw. Makrophagen, die daraufhin Cytokine wie IL-1 und IL-6 
freisetzen. 

Es besteht daher immer noch ein starkes Bedurfnis nach Substanzen, die in der 
Lage sind eine unspezifische Immunmodulation erzeugen zu konnen, da durch 
eine erhohte Freisetzung von Cytokinen und Interferonen eine ganze Reihe von 
Krankheiten bzw. deren Begleitsymptome therapeutisch beeinfluBbar sind. 

ErfindungsgemaB werden daher wassrige Extrakte bzw. wassrige Suspensionen von 
Zellwandfraktionen von in der Regel nicht humanpathogenen Mykobacterien mit 
den Merkmalen der Anspriiche 1 und 2 vorgeschlagen. 

Als in der Regel nicht humanpathogene Mykobacterien konnen unter anderem 
eingesetzt werden M. tuberculosis var. bovis, M.avium, M.kansasii, M. marinum, 
M. scrofulaceum, M. intercellulare, M. xenopi, M. fortuitum und M. chelonae 
sspxhelone. Diese Stamme sind als solche bekannt und konnen beispielsweise 
aus der umfassenden Londoner Stammsammlung des Centre for Public Health 
Laboratory, National Collection of Type Cultures bezogen werden. Dieses Institut 
informiert auch uber die Kulturbedingungen der jeweiligen Spezies bzw. 
Subspezies. 
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Die ertindungsgemaB hergestellten Extrakte bzw. Suspensionen haben sich in den 
ersten klinischen Priifungen als wirksame Immunmodulatoren erwiesen und 
konnen beispielsweise als unterstiitzende Therapie bei Infektionskrankheiten, 
neoplastischen Erkrankungen, Asthma branchiate, Allergien unbekannter Genese 
und rheumatoider Arthritis eingesetzt werden. 

Die Ertindung wird im folgenden anhand der Beispiele naher erlautert: 

Beispiel 1 : 

Herstellung des Extraktes bzw. der Zellwandfraktionen 

Fur die Herstellung des wassrigen Extraktes bzw. der Zellwandfraktion werden 250 
ml Flussigkeitsmedium aus 5 g/Liter Natriumchlorid, 14 g/Liter Pepton, 7 g/Liter 
Na2HP04 x 2H2O, 2 g/Liter KH2PO4, 3 % Glycerin (85%) mit einer Bakterienose 
mit einer Mykobacteriengebrauchskultur beimpft und 4 Wochen bei 35 ° C 
bebrutet. 4,5 g Bakterienfeuchtmasse werden iiber eine sterile Nutsche mit 
Glasfritte filtriert und anschliefiend homogen verrieben. Nach Zugabe von 100 ml 
sterilisierter isotonischer Natriumchloridldsung betragt die Keimzahl 9,7 x 10 6 
KBE pro ml. 

Die resuspendierten Bakterienzellen werden bei 12.000 RPM 20 Minuten 
zentrifugiert. Das Pellet wird mit Glasperlen trocken vermengt, wiederum in 
Natriumchloridldsung aufgenommen und mit einer Vibrogen-Zellmuhle bei 4 °C 
20 Minuten zerschlagen. Nach Abnutschen iiber eine Glasfritte und einer Zugabe 
von 3 Tropfen eines Antischaummittels erfolgt eine emeute Zentrifugation (18.000 
RPM, 20 Minuten). Der gewonnene Uberstand dient der Herstellung des 
Mykobacterien-Extraktes, das Pellet der Herstellung der Zellwandfraktion. 

Bei der Weiterverarbeitung zum Extrakt werden 43 ml des Uberstandes 20 
Minuten bei 121° C autoklaviert und bei 4° C gelagert. Es folgt eine Filtration 
iiber Tiefenfilter (EKS) und eine Sterilfiltration (Sterilfilter mit PorengroBe 0,54 fim). 
AbschlieSend wird der filtrierte Extrakt 2 Stunden bei 80° C im Wasserbad 
gehalten. 

Zur Gewinnung der Zellwandfraktion wird das Pellet in 27 ml isotonischer 
Natriumchloridlosung resuspendiert. 
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Beispiel 2: 

Versuche zur Quantifizierung der Cytokininduktion 

Bei diesen Versuchen wird auf eine Reihe von Veroffentlichungen Bezug 
genommen; die in Klammern gesetzten Ziffern beziehen sich auf die beigefugte 
Literaturliste. 

Zellextrakt und Zeilwandfraktion zeigen in einer dosisabhanigen Reaktion eine 
signifikante Induktion der Cytokine lnterleukin-1 (IL-1) und lnterleukin-6 (IL-6). 
Cytokine sind lebensnotwendige Botenstoffe, die zwischen den Zellen, u.a. den 
Zellen des Immunsystems vermitteln. 

IL-1 und IL-6 sind pleiotrope Cytokine, die von verschiedenen Zellen produziert 
werden und eine zentrale Rolle bei der Immunabwehr und der Hamatopoese 
einnehmen. Sie bewirken eine Proliferation und Differenzierung von T- und B- 
Zellen (immunmodulierende Wirkung), die Regulation der Akutphase-Proteine 
durch die Leber im Rahmen eines Entzundungsprozesses (antiinflammatorische 
Wirkung) sowie die Stimulation der koloniebildenden Zellen fur Megakaryozyten 
und Megakaryozyten selbst (Regulation der Hamatopoese). AuSerdem induziert IL- 
1 die Synthese anderer Lymphokine wie IL-4, IL-5 und IL-6. 

kolifimngv nn mononuklearen Zellen: 

Heparinisiertes Blut aus gesunden Spendern wurde mit Hilfe einer 
Gradientenzentrifugation uber Ficoll isoliert, mehrere Male gewaschen und in 
serumfreiem RPMI 1640 (1) mit L-Glutamin und Antibiotika inkubiert. Zur 
Cytokinproduktion (2) wurden die verschiedenen Stimuli 24 Stunden mit den 
Zellen inkubiert. Die Uberstande wurden abgenommen, mit Schutzprotein 
versehen, bei -20° C aufbewahrt und anschlieBend im entsprechenden Cytokin- 
Test untersucht. 

Isolierung vo n vadmlaren Fnrinthfrl- und glatten Muskelzellen: 
Endothel- und glatte Muskelzellen (EC und SMC) wurden aus Stucken der Vena 
saphena isoliert, die bei Bypass-Operationen nicht verwendet werden konnten. EC 
wurden durch Kollagenase-Behandlung (3) und SMC durch eine Auswuchstechnik 
(4) isoliert. Die Zellen wurden in M199, ECGF und Heparin bzw. DMEM mit 10 
% FCS, L-Glutamin und Antibiotika (5, 6, 7) inkubiert. Zur Cytokinproduktion 
wurden die verschiedenen Stimuli 24 Stunden mit den Zellen inkubiert. Die 
Uberstande wurden abgenommen, mit Schutzprotein versehen, bei -20° C 
aufbewahrt und anschlieBend im entsprechenden Cytokin-Test untersucht. 
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7TD1 -Assay 7iim Nach wfiis von IL-6: 

Die oben erwahnten Uberstande von monouklearen und vaskularen Zellen 
wurden in 96 Loch Kulturplatten in 8 bis 12 Stufen verdunnt. Zu diesen 
Verdunnungsreihen wurden 2.000 Zellen/Loch der IL-6-abhangigen murinen B- 
Zellinie 7TD1 (8) hinzugefugt, ahnlich wie fur B9-Zellen beschrieben. Die 
Kulturen wurden 72 Stunden inkubiert, fur weitere 6 Stunden mit radioaktivem 
Thymidin versehen und die Proliferation der Zellen durch Messung der 
eingebauten Radioaktivitat ermittelt. Die Aktivitat der Proben wurde durch 
Vergleich der Proben mit einem definierten Standard mit Hilfe der Probit-Analyse 
(9) ermittelt. 

Fihroblasten -Assav zum Narhweis von lnterleukin-1: 

Fibroblasten wurden in 96 Loch Platten kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das 
Medium gewechselt und Proben in Verdunnungsreihen zu den 
Fibroblastenkulturen hinzugefugt. Nach 72 Stunden wurden die Kulturen mit 
radioaktivem Thymidin versehen und nach weiteren 24 Stunden ausgewertet wie 
fur 7TD1 Zellen beschrieben. 

Ergebnisse; 

Der Extrakt induziert dosisabhangig IL-1 (pg/ml) wie folgt: 

Konzentration 1 : 4 : 206 pg/ml; 1:16: 1.250 pg/ml; 1 : 64 : 947 pg/ml; 1 : 
1.024:625 pg/ml 

Der Extrakt induziert dosisabhangig IL-6 (pg/ml) wie folgt: 

Konzentration 1:4: 95.082 pg/ml; 1:16: 1 18.447 pg/ml; 1 : 64 : 76.326 
pg/ml; 1 : 1.024: 51.961 pg/ml 

Die Zellwandfraktion induziert dosisabhangig IL-1 (pg/ml) wie folgt: 

Konzentration 1 : 4 : 103 pg/ml; 1:16: 1.649 pg/ml; 1 : 64 : 1.539 pg/ml; 1 
: 1.024 : 54 pg/ml 

Die Zellwandfraktion induziert dosisabhangig IL-6 (pg/ml) wie folgt: 

Konzentration 1:4: 2.013 pg/ml; 1 : 16 : 41.71 1 pg/ml; 1 : 64 : 35.374 
pg/ml; 1 : 1.024: 19.331 pg/ml 
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Patentanspmche 

1. Wassriger Extrakt aus in der Regel nicht menschenpathogenen 
Mykobakterien, dadurch gekennzeichnet, daS der Extrakt im 
Cytokintest nach J. Immunol. 120 : 2027 - 2032 bei einer 
Konzentrationsanderung von 1 : 4 auf 1 : 16 eine Erhdhung des 
Gehaltes an Cytokinen IL-1 und IL-6 im Verhaltnis von 1 : 6 bzw. 1 : 
1,25 ergibt. 

2. Wassrige Suspension von Zellwandfraktionen von in der Regel nicht 
humanpathogenen Mykobakterien, dadurch gekennzeichnet, daS diese 
Fraktionen im Cytokintest nach J. Immunol. 120 : 2027 - 2032 bei einer 
Konzentrationsanderung von 1 : 4 auf 1 : 16 IL-1 und IL-6 Cytokine im 
Verhaltnis von 1:16 bzw. 1 : 20 induzieren. 

3. Verfahren zur Herstellung eines wassrigen Extraktes bzw. einer 
wassrigen Suspension von Zellwandfraktionen von in der Regel nicht 
menschenpathogenen Mykobakterien, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Mykobakterien 4 Wochen bei 35 ° Celsius auf einem Peptonagar 
bebrutet, vom Nahrmedium abfiltriert, in isotonischer Kochsalzlosung 
resuspendiert und dann 20 Minuten bei 12.000 RPM zentrifugiert, das 
Sediment in Kochsalzlosung aufgenommen und bei 4 ° Celsius in einer 
Zellmuhle zermahlen und emeut 20 Minuten bei 18.000 RPM 
zentrifugiert und der Uberstand abgetrennt, autoklaviert und 
sterilfiltriert und anschlieSend bei 80 ° Celsius fur eine Zeitspanne von 
2 Stunden gehalten wird. 
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